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Uporaba mikrofluidike za raziskave cianobakterij 
Povzetek: Cianobakterije zaradi sposobnosti vezave ogljika in dušika ter sinteze 
organskih spojin iz ogljika vezanega s fotosintezo predstavljajo pomemben vir 
kompleksnih spojin z visoko vrednostjo, vendar pa se zaradi dragih postopkov za 
ekstrakcijo produktov in počasnega iskanja primernih sevov le redko uporabljajo. Zaradi 
številnih prednosti mikrofluidika lahko prispeva k hitrejšemu razvoju ekonomsko 
upravičenih procesov in tehnologij s cianobakterijami. V delu je povzet pregled raziskav, 
ki potrjujejo velik pomen uporabe mikrofluidnih naprav za izvedbo visokozmogljivostnih 
presejalnih testov, za analizo rasti in metabolizma cianobakterij ter za koncentriranje teh 
celic. 
Ključne besede: cianobakterije, mikrofluidika, visokozmogljivostne naprave 
 
 
Microfluidics application for cyanobacterial research 
Abstract: Cyanobacteria present a potential source of complex high-value chemicals, due 
to their carbon fixation, nitrogen fixation, and photosynthesis capability. However, 
cyanobacteria are rarely used due to expensive product extraction procedures and slow 
strain selection processes. Microfluidics allows for high throughput assays through the 
manipulation of small volumes of liquid. Due to the flexibility of such systems, they may 
be used in many different applications as screening assays, concentrating and growth 
analysis under different conditions. 
Keywords: cyanobacteria, microfluidics, high throughput systems 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
ACP  acil prenašalni protein (angl. acyl-carriear protein) 
ADP  adenozindifosfat (angl. adenosine diphosphate) 
ATP  adenozintrifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
CBB  Calvin-Benson-Basshamov cikel  
Co-A  koencim A 
FAD  flavinadenindinukleotid (oksidirana oblika) 
FADH2 flavinadenindinukleotid (reducirana oblika) 
LCD  tekočekristalni zaslon (angl. liquid crystal display) 
LED  svetleča dioda (angl. light-emitting diode) 
LPA  lipopolisaharid 
NAD+  nikotinamiddinukleotid (oksidirana oblika) 
NADH nikotinamiddinukleotid (reducirana oblika) 
NADP+ nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oksidirana oblika) 
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (reducirana oblika) 
OD730  optična gostota pri valovni dolžini 730 nm (angl. optical density) 
OPP  oksidativna pentozafosfatna pot (angl. oxidative pentose phosphate pathway) 
PDMS  polidimetilsiloksan 
PGA  3-fosfoglicerat (angl. 3-phosphoglycerate) 
PMMA polimetilmetakrilat 
PSI  fotosistem I (angl. photosystem I) 
PSII  fotosistem II (angl. photosystem II) 
Ru5P  ribuloza-5-fosfat (angl. ribulose 5-phosphate) 
 
 
RuBisCO ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (angl. ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase) 
RuBP  ribuloza-1,5-bisfosfat (angl. ribulose 1,5-bisphosphate) 
TAP  tris-acetat-fosfatno gojišče (angl. tris-acetate-phosphate medium) 
YFP  rumeni fluorescenčni protein (angl. . yellow fluorescent protein) 
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1 Uvod in namen dela 
Visoki izpusti CO2 postajajo čedalje bolj problematični, saj se je koncentracija CO2 v ozračju 
dvignila z 280 ppm pred industrijsko revolucijo na 409 ppm leta 2018 [1]. Poleg manjšanja 
izpustov se kot ena od perspektivnih možnosti za vezavo CO2 iz zraka nakazuje uporaba 
cianobakterij. V naravnem ogljikovem ciklu cianobakterije vežejo od 20 % do 30 % CO2 in iz 
s fotosintezo fiksiranega ogljika hkrati proizvajajo mnoge kompleksne produkte visoke 
vrednosti [1]. Zaradi hitre rasti, majhnih zahtev po hranilih in možnosti masovnega gojenja v 
odprtih bazenih in vodah so cianobakterije izredno zanimive tudi za področje sintezne biologije. 
Kljub prednostim cianobakterij pa se za pridobivanje produktov le redko uporabljajo, zaradi 
dragih in počasnih procesov za ekstrakcijo in čiščenje produktov ter izbiro primernega seva. 
Pričakuje se, da bo v prihodnosti z metabolnim inženiringom cianobakterij mogoče pridobivati 
ciljne produkte na podoben način, kot je to danes mogoče z bakterijo Escherichia coli . Za to je 
potrebno najprej razviti cenovno bolj ugodne, hitrejše in zmogljivejše tehnike za izbor in 
izboljšavo celic, kot tudi boljše procesne tehnologije. Na tem področju predstavlja velik 
potencial mikrofluidika, s pomočjo katere je mogoče doseči visoke zmogljivosti in 
produktivnosti. Poleg tega se zmanjša tudi količina potrebnih in odpadnih snovi. Med procese, 
ki se jih potencialno da izboljšati s pomočjo mikrofluidike spadajo gojenje in žetje 
cianobakterij, izbor primernih sevov in analiza rasti [1, 2, 3]. Namen dela je izdelati pregled 
obstoječe uporabe mikrofluidike za raziskovanje cianobakterij in izpostaviti prednosti in 
slabosti tovrstnih tehnologij. 
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2 Osnove 
2.1 Cianobakterije 
Cianobakterije ali modrozelene cepljivke spadajo med najstarejše in najbolj raznolike 
organizme na svetu. Zaradi zmožnosti fotosinteze in vezave ogljikovega dioksida in dušika iz 
zraka so igrale pomembno vlogo pri oblikovanju atmosfere s kisikom , ki omogoča življenje na 
kopnem. Najdemo jih v zelo raznolikih ekosistemih kot so na primer oceani, jezera, puščave, 
močvirja in celo v vročih vrelcih, ki spadajo med ekstremne ekosisteme. Večina predstavnikov 
te skupine prokariontov je aerobnih fotoavtotrofov ali fotoheterotrofov, nekatere vrste pa lahko 
izvajajo anaerobno fotosintezo[1]. Prav tako kot pri večini ostalih bakterij tudi pri 
cianobakterijah opazimo veliko razlik v obliki, velikosti in morfologiji. Največje filamentozne 
cianobakterije imajo celice široke 55 µm, najmanjše sferične pa imajo celični premer 0,7 µm 
[1]. Najpogostejše oblike so paličaste, sferične in spiralaste, obstajajo pa tudi filamentozne. Na 
njihovo morfologijo vplivajo genetski in okolijski dejavniki, kot so dostopnost ogljika, dušika, 
fosforja in svetlobe, ki so bistveni za njihovo rast in metabolizem [4]. 
2.1.1 Zgradba cianobakterij 
Zgradba cianobakterij je bolj podobna gramnegativnim bakterijam, kljub temu pa nekaj 
gradnikov celice spominja na grampozitivne bakterije. Njihova celična stena je sestavljena iz 
zunanje membrane in peptidoglikanskega sloja (mureina). Zunanja membrana vsebuje veliko 
lipopolisaharidov (LPA) z edinstveno zgradbo, ki pri nekaterih vrstah, kot so cianobakterije 
Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa in Schizothrix calcicola, ne vsebuje fosfata ali 
keto-deoksioktulosonata, ki ju tam običajno najdemo pri gramnegativnih bakterijah [5]. Na 
zunanji membrani najdemo tudi porine, podobne Toc75 porinom [1], ki jih najdemo v 
membrani kloroplasta pri rastlinskih celicah [6]. Pod zunanjo membrano se kot pri 
gramnegativnih bakterijah nahaja plast peptidoglikana, ki je glede na debelino od 10 nm do 
700 nm [6] bolj primerljiva s plastjo peptidoglikana, ki jo najdemo v grampozitivnih bakterijah. 
Poleg debeline sloja peptidoglikana na grampozitivne bakterije spominja tudi stopnja 
povezanosti (zamreženja) znotraj mureina, ki znaša od 56 % do 63 % [6]. Pod celično steno in 
med zunanjo membrano in mureinom se nahaja periplazma, ki jo od preostanka celice loči 
citoplazemska (notranja) membrana. Znotraj citoplazme se nahajajo za cianobakterije značilne 
tilakoidne membrane, ki se v parih nahajajo v koncentričnih krogih in tvorijo fleksibilne 
cisterne , tilakoide, v katerih se nahaja lumen. V tilakoidnih membranah so vgrajeni fotosistem I 
(PSI – angl. photosystem I), fotosistem II (PSII – angl. photosystem II), ATP-sintaza in mnoge 
druge strukture, ki omogočajo fotosintezo. Za absorpcijo svetlobe so ključnega pomena 
pigmenti, ki se nahajajo v fotosistemih in v nekaterih drugih strukturah [7]. Za cianobakterije 
so značilni klorofili, fikobilini in karotenoidi [7], zaradi katerih so cianobakterije lahko modre, 
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zelene, rjave, vijolične ali celo črne[1]. Nekatere cianobakterije, kot je npr. Gloeobacter 
violaceus, ne vsebujejo tilakoid, fotosinteza pa poteka na citoplazemski membrani [1]. Poleg 
tilakoid so v citoplazmi še karboksisomi, polimerne granule in DNA, kot je prikazano na sliki 1 
[1]. Cianobakterije so lahko monoploidne, diploidne, oligoploidne ali poliploidne. Njihov DNA 
je v večini primerov razdeljen na krožni kromosom in plazmide, poznamo pa tudi 
cianobakterije, ki ne vsebujejo plazmidov [8]. Karboksisomi so bakterijske celične strukture, 
zgrajene iz proteinov, med drugim ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilazo/oksigenazo (RuBisCO – 
angl. ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase), ki ima pomembno vlogo pri vezavi 
ogljikovega dioksida iz atmosfere in je najpogostejši protein na zemlji [1]. Plinski vezikli so 
strukture, s katerimi cianobakterije, ki živijo v vodi, regulirajo svojo plovnost. S spremembo 
plovnosti lahko migrirajo med različnimi globinami [9]. 
 
 
Slika 1: Splošna zgradba cianobakterije [1] 
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2.1.2 Metabolizem cianobakterij 
Metabolizem delimo na primarni, ki je esencialen za razvoj in rast organizma, in sekundarni 
metabolizem, ki cianobakteriji omogoča odziv na stres iz okolja. Za celotni metabolizem sta 
bistvenega pomena fotosinteza in celično dihanje, katerih končna produkta sta ATP in NADPH, 
ki služita kot vir energije za ostale metabolne procese [1]. 
2.1.2.1 Fotosinteza  
Fotosintezo lahko razdelimo na reakcije, ki so odvisne od svetlobe, in reakcije, ki niso odvisne 
od svetlobe. Reakcije, odvisne od svetlobe, potekajo v tilakoidah, medtem ko od svetlobe 
neodvisne potekajo v citoplazmi [1].  
V procesu od svetlobe odvisnega dela fotosinteze je zelo pomemben korak absorpcija fotonov, 
ki poteka na fikobilisomih, ki nato energijo prenesejo na PSI in PSII. Fikobilisomi lahko 
absorbirajo valovne dolžine od 300 do 700 nm. Za nadaljnji proces sta ključnega pomena 
reakcijska centra PSII in PSI, ki vsebujeta kompleks klorofila a, ki absorbira fotone ali pa 
energijo prejme od fikobilisoma. Na PSII se s potencialom, ki je posledica energije fotona, 
oksidira voda do molekularnega kisika in protonov. Elektroni, ki v tem procesu nastanejo, se 
preko verige kofaktorjev prenesejo do PSI. Tam se nato prenesejo na citoplazemsko stran 
tilakoidne membrane, kjer se NADP+ reducira do NADPH. V tem procesu zaradi nastajanja 
protonov v lumnu prihaja do razlike v elektrokemijskeem potencialu, ki jo izkorišča  
ATP-sintaza za fosforirilacijo ADP v ATP [7]. 
Od svetlobe neodvisni del fotosinteze predstavlja Calvin-Benson-Basshamov cikel (CBB). 
CBB razdelimo na tri dele: karboksilacijo ribuloza-1,5-bisfosfata (RuBP), reduktivni del in 
regeneracijo RuBP. V koraku karboksilacije RuBP encim RuBisCO katalizira vezavo CO2, pri 
čemer nastaneta 2 molekuli PGA [10]. V cianobakterijah se RuBisCO nahaja v karboksisomih, 
kjer poteka tudi koncentriranje CO2 [1]. Poleg karboksilacije RuBisCO katalizira tudi reakcijo 
fotorespiracije (oksigenacije), v kateri nastajajo toksične snovi, za razgradnjo katerih je 
potrebna dodatna energija [1]. V reduktivni fazi se 3-fosfoglicerat (PGA – angl.  
3-phosphoglycerate) reducira do trioza fosfata, pri čemer se porabljata ATP in NADPH. V 
zadnjem koraku se regenerira še RuBP, ki nastane s fosforilacijo ribuloza-5-fosfata (Ru5P – 
angl. ribulose 5-phosphate). Ru5P pa nastane iz trioza fosfata, ki je nastal v reduktivnem delu 
cikla [10]. V CBB nastali trioza fosfat je bistvenega pomena za nadaljnji metabolizem in sintezo 
organskih molekul, kot je na primer glukoza [1]. 
2.1.2.2 Primarni metabolizem 
Primarni metabolizem cianobakterije lahko razdelimo na zgoraj opisani CBB, sintezo 
monosaharidov in glikogena, glikolizo, oksidativno pentozafosfatno oz. fosfoglukonatno pot 
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(OPP – angl. oxidative pentose phosphate pathway), Krebsov cikel, sintezo 
polihidroksialkanoatov, aminokislin, cianoficina, terpenoidov in klorofila [1].  
Glikogen je razvejan polimer glukoze, ki se sintetizira iz glukoza 1-fosfata in se uporablja za 
shranjevanje energije in ogljika za daljši čas. Za ta proces potrebna glukoza se sintetizira iz 
dveh molekul trioza fosfata, ki izstopa iz BCC [1]. V temi se nastanjanje NADPH in ATP 
prenese na glikolizo, OPP in Krebsov cikel, ki uporabljajo akumulirano glukozo [11]. V procesu 
glikolize iz glukoze nastajata ATP in piruvat. V tem procesu se za vsako molekulo nastalega 
piruvata generira ena molekula ATP. OPP je sestavljen iz reakcij CBB cikla, le da reakcije 
potekajo v nasprotni smeri, razdelimo ga na oksidativni in na neoksidativni del. V oksidativnem 
delu se tvorita NADPH in CO2, v neoksidativnem pa sladkorji s petimi ogljiki. Piruvat, ki 
nastane med glikolizo, je dekarboksiliran do acetila, na katerega se veže koencim A (Co-A). 
Tako nastali acetil Co-A vstopa v Krebsov cikel kot vir energije za tvorbo NADH in FADH2. 
Poleg tega so metaboliti, ki izstopajo iz Krebsovega cikla, prekurzorji za sintezo 
kompleksnejših gradnikov celic [1].  
Za sintezo lipidov se mora acetil Co-A pretvoriti v malonil Co-A, ki se pretvori v malonil-acil 
prenašalni protein (ACP – angl. acyl-carrier protein). Malonil-ACP se nato postopoma podaljša 
do palmitoil-ACP ali stearinoil-ACP. Iz teh prekurzorjev in glicerol trifosfata se nato tvorijo 
fosfatidne kisline, ki se nato uporabijo za sintezo gradnikov celičnih membran [1].  
Cianobakterije lahko sintetizirajo 20 standardnih proteinogenih aminokislin. Sinteza 
aminokislin je kompleksna in se razlikuje tudi med vrstami cianobakterij. Ogrodje za sintezo 
aminokislin je oksaloacetat, ki v Krebsovem ciklu reagira z acetil Co-A in tvori citrat, iz 
katerega preko oksoglutarata nastane glutamat. Glutamat in glutamin nato kot donorja aminske 
skupine sodelujeta pri sintezi ostalih aminokislin [1]. 
2.1.2.3 Sekundarni metabolizem 
Sekundarni metabolizem ni esencialen za normalno rast in razvoj organizma. Sekundarni 
metaboliti običajno organizmu omogočajo preživetje pod stresnimi pogoji ali prednost pred 
kompetitivnimi organizmi [1]. Že dlje časa je znano, da cianobakterije proizvajajo toksine, ki 
so še posebej značilni za vrste, ki se pojavljajo v sladkovodnih virih. Poleg toksinov 
cianobakterije proizvajajo tudi mnoge biološko aktivne snovi, ki kažejo protivnetne, 
antibakterijske, protiglivne in proti raku učinkovite lastnosti. Zelo raznolika je tudi kemijska 
struktura teh metabolitov, ki je pogosto zelo kompleksna in nenavadna [12]. Tretja pomembna 
skupina sekundarnih metabolitov cianobakterije ščiti pred UV-svetlobo z visoko energijo. V to 
skupino spadajo scitonemin in mikosporini ter mikosprinom podobne aminokisline [13]. 
Sekundarni metaboliti so sintetizirani iz primarnih metabolitov. Najpogostejši so poliketidi in 
peptidi, sintetizirani s poliketid sintazo tipa I in ne ribosomskeo peptid sintazo [1]. 
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2.1.3 Primerjava cianobakterij in pravih mikroalg 
Glede na fikološko definicijo mikroalg v to skupino spadajo vsi organizmi, ki vsebujejo 
klorofil a in talus, a niso sestavljeni iz korenin, stebla in listov. Po tej definiciji v to skupino 
organizmov spadajo evkarionti in cianobakterije, ki so prokarionti. V nasprotju s 
cianobakterijami imajo evkariontske mikroalge bolj kompleksno in urejeno celično zgradbo, 
kot je prikazano na sliki 2. Celico obdaja celična stena, ki je sestavljena iz plasti celuloze, ki jo 
izloča Golgijev aparat, in je lahko silicificirana ali kalcinirana. V citoplazmi se nahajajo celično 
jedro, v katerem se nahaja DNA, Golgijevi aparati, endoplazemski retukulum, ribosomi, 
mitohondriji, vakuola, plastidi, kloroplasti in mirkotubuli. Fotosinteza poteka v kloroplastih, ki 
vsebujejo tilakoide. V tilakoidah se nahajajo klorofili in fikobilisomi [14]. 
 
 
Slika 2: Primerjava zgradbe (A) mikroalge in (B) cianobakterije [15]. 
 
Tako za cianobakterije kot za evkariontske mikroalge je optimalni volumski delež CO2 od 5 % 
do 10 %, hitrost fiksacije CO2  pa je odvisna od koncentracije CO2 in intenzitete svetlobe. 
Hitrost vezave CO2 je nekoliko večja v cianobakterijah, kar nakazuje na večjo učinkovitost 
fotosinteze. Poleg tega mikroalge za vezavo dušika potrebujejo simbiotsko razmerje z 
bakterijami, medtem ko lahko cianobakterije dušik vežejo samostojno [1]. Zaradi mnogih 
podobnih lastnosti, kot so zgoraj navedeni optimalni delež CO2, fotosinteza in enocelične ali 
kolonijske strukture, lahko pogosto oboje organizme opazujemo v enakih ali zelo podobnih 
napravah [1, 16].  
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2.2 Mikrofluidika v bioloških sistemih  
Mikrofluidika zajema skupino ved in tehnologij, ki omogočajo uporabo majhnih volumnov 
tekočine v napravah, katerih izdelava je hitra in pogosto cenovno ugodna. Omogočajo 
avtomatizacijo in miniaturizacijo analiznih in ekstrakcijskih naprav ter integracijo različnih 
procesov v eno mikrofluidno napravo. V bioloških sistemih se tovrstne naprave pogosto 
uporablja za analize celic, saj ponujajo mnoge prednosti pred konvencionalnimi metodami. 
Omogočajo izdelavo posamičnemu organizmu prilagojenih mikrofluidnih naprav, gojenje in 
analizo v reaktorjih majhnih velikosti in opazovanje posamičnih celic, kar na agarnih ploščah 
in v večjih kulturah ni mogoče [17].  
Najpogosteje se mikrofluidne naprave v bioloških raziskavah  uporabljajo za presejalne teste in 
za analizo posamičnih celic. Presejalni testi uporabljajo dve strategiji ločevanja, sortiranje 
posamičnih celic in sortiranje več celic hkrati. Pri sortiranju posamičnih celic posamzno celico 
analiziramo in izberemo glede na želene lastnosti, medtem ko pri večceličnem sortiranju 
zberemo večjo količino celic, ki izpolnjujejo pogoje sortiranja. Delovanje mikrofluidnih naprav 
za sortiranje celic lahko razdelimo na identifikacijo celic z želenimi lastnostmi, ločevanje 
izbranih celic od preostalih celic in pobiranje ciljnih celic iz mikrofluidne naprave. Za ločevanje 
celic se uporabljajo različni mehanizmi. Mikrofluidne naprave, ki delujejo po principu 
menjavanja hidrodinamičnega toka, tok preusmerijo v želeni kanal s pomočjo ventilov, 
spremembe pretokov ali tlaka. Elektroforezne in elektroosmotske mikrofluidne naprave 
uporabljajo elektrokinetično silo, kar omogoča hitro ločevanje in izjemno hiter nadzor toka. 
Poleg prednosti pa so tudi omejitve povezane z negativnim vplivom električnega polja na celice. 
Magnetno sortiranje omogoča hitro in učinkovito ločevanje skupin celic s specifičnimi antigeni, 
na katere lahko vežemo antitelesa s feromagnetnimi delci. Pogosto se uporabljajo tudi metode, 
ki delce razvrščajo glede na velikost z različnimi tokovnimi pojavi. Za analizo celic pa se 
uporabljajo različne mikrofluidne naprave, ki sestojijo iz kanalov, mikroventilov, mikročrpalk 
in različnih detekcijskih sistemov, integriranih v mikrofluidne naprave, kar omogoča analizo 
posamičnih celic. Za izdelavo kanalov in mikrostruktur je ključnega pomena izbira materiala. 
Pogosto se uporabljajo silicij, steklo in elastomeri. Primeri kanalov iz teh materjalov so na 
sliki 3. Silicij omogoča natančno izdelavo, vendar je omejeno obstojen. Steklo omogoča lažje 
oblikovanje in analize zaradi prepuščanja vidne svetlobe. Plastika in elastomeri omogočajo 
hitro izdelavo mikrofluidnih struktur z injiciranjem v model ali mehko litografijo. V primerjavi 
s steklenimi pa so plastične naprave mnogo cenejše. Mikroventile delimo na aktivne in pasivne 
ter mehanske in nemehanske. Aktivni mehanski ventili sestojijo iz premične membrane, ki jo 
krmilimo pnevmatsko, elektromagnetno ali elektrostatično, medtem ko so pasivni mehanski 
ventili oblikovani tako, da dopuščajo tok le v eno smer. Nemehanski aktivni ventili se 
aktivirajo, kadar zaporni del preide skozi fazno spremembo, pasivni pa delujejo na principu 
pasivnega reguliranja toka kot posledica oblike in površinskih lastnosti. V mikrofluidne 
naprave pogosto integriramo optične detektorje, ki omogočajo opazovanje posamičnih kapljic. 
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Poleg običajne mikroskopije se pogosto uporablja fluorescenčna mikroskopija, ki s pomočjo 
barvil omogoča opazovanje različnih elementov celic, kot so lipidi in DNA. Pojavljajo pa se 
tudi senzorski sistemi za elektrokemijsko analizo, ki jih je mogoče integrirati v mikrofluidno 
napravo [18]. 
Slika 3(A) mikrokanal s stebri iz silicija, (B) setkleni kanali in (C) kanali iz PDMS [18] 
 
Za raziskovanje celic se pogosto uporablja kapljična mikrofluidika, ki omogoča opazovanje 
celic v kapljicah kot majhnih mikrobioreaktorjih. Zaradi prostorske omejitve se produkti celic 
ne redčijo, hkrati pa omejitev zmanjšuje možnost pomešanja različnih kultur. Za uporabo 
tovrstnih mikrofluidnih naprav je ključnega pomena razumevanje mehanizmov tvorbe, analize 
in sortiranja kapljic. V bioloških sistemih se najpogosteje uporablja kapljice na vodni osnovi v 
nosilnem toku iz olja. Za daljšo obstojnost kapljice se uporablja sredstva za stabiliziranje 
površine, kot so surfaktanti ABIL EM 80 in Spam 80. Za uspešno tvorbo in manipulacijo kapljic 
v mikrokapljičnih napravah je pomembno, da so površine v kanalih hidrofone, s čimer 
preprečimo, da bi kapljice omočile stene, zaradi česar ohranijo želeno obliko. Za tvorbo kapljice 
pogosto uporabljajo tri vrste generatorjev, ki delujejo na različne načine. Pri generatorjih oblike 
črke T po ravnem kanalu teče nosilno olje, pravokotno na ta kanal pa se dovaja tekočino na 
vodni osnovi. Ko vodna faza zapre pot olju, se zaradi povečanja tlaka odcepijo kapljice. V 
drugih generatorjih, kot na primer v sotočni šobi, se vodno fazo dovaja v sredino toka olja. Ko 
strižne sile presežejo medfazno napetost, ki pritrjuje kapljice, se te odcepijo. Zaradi možnosti 
vnosa snovi v kapljice, lahko kapljice sortiramo na mnogo načinov, kot so mehansko, 
hidrodinamično, magnetno, elektrostatsko sortiranje. Pri mehanskem in hidrodinamičnem 
sortiranju lahko kapljice ločimo glede na velikost ob spremembi dimenzije kanala ali s 
konstantnim kontinuirnim tokom. Za magnetno sortiranje lahko v kapljice vnesemo 
feromagnetne nanodelce, na katere nato vplivamo z magnetnim poljem, medtem ko pri 
elektrostatskem sortiranju površino kapljice nabijemo z elektrostatskim nabojem, zaradi 
katerega nato na kapljico v električnem polju deluje sila, ki jih loči od ostalih. Pogosto se 
uporablja tudi sortiranje z označevanjem, pri katerem kapljice analiziramo in označimo, čemur 
sledi ločevanje z eno od preostalih metod [19]. 
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3 Uporaba mikrofluidike za raziskovanje cianobakterij 
3.1 Visokozmogljivi presejalni testi za cianobakterije 
Visokozmogljivi presejalni testi na osnovi mikrofluidike omogočajo študij posamičnih celic v 
kratkem časovnem obdobju. Pri konvencionalnih metodah za raziskovanje cianobakterij 
običajno opazujemo več celic, zaradi česar so rezultati takšnih testov povprečne vrednosti 
lastnosti celotne populacije, ki jo opazujemo. Konvencionalne metode za analizo posamičnih 
sevov, ki običajno vključujejo redčenje kulture in razmaz na gojišče, so počasne zaradi velikega 
števila potrebnih vzorcev. Zaradi možnosti analize lastnosti posamičnih celic so mikrofluidne 
naprave velikega pomena za gensko in metabolno inženirstvo, saj lahko ločeno analiziramo 
vsako gensko spremenjeno celico posebej. Za raziskovanje posamičnih celic se pogosto 
uporablja kapljično mikrofluidiko in pasti, ki lahko imobilizirajo posamične celice [16, 20, 21]. 
Mikrofluidno napravo, ki uporablja pasti za posamične celice, je izdelal in testiral Kim s 
sodelavci [20]. Njihova mikrofluidna platforma, na sliki 2, omogoča imobilizacijo 1024 celic, 
ki jih nato lahko proučujemo skozi daljše časovno obdobje. Omogoča tudi fluorescentno 
označevanje in selektivno ekstrakcijo celic z želenimi lastnostmi. Mikročip je sestavljen iz treh 
plasti, narejenih iz polidimetilsiloksana (PDMS). Zgornja in spodnja plast se uporabljata za 
izbiro odprtih in zaprtih pasti v spodnji plasti in vsebujeta vsaka po 32 kanalov. Zgornji 
nadzorni sloj je debel 70 µm, kanali v njem pa 50 µm, srednji nadzorni sloj pa je debel 50 µm 
s kanali, globokimi 30 µm. Med seboj sta pozicionirana tako, da so kanali v zgornji plasti 
postavljeni pravokotno na kanale v srednji plasti, s čimer je ustvarjenih 1024 presečišč, pod 
katerimi ležijo pasti v spodnjem sloju, debelem 40 µm. V točkah presečišč se v srednjem sloju 
nahajajo tudi rigidne strukture, ki so bistvenega pomena pri mehanizmu zapiranja vrat pasti. 
Pasti so oblike črke u višine 16 µm, širine 15 µm, z ozko odprtino širine 3 µm, ki omogoča 
pretok gojišča skozi past. Vrata, ki past odpirajo in zapirajo, so visoka 7 µm. Plasti mikročipa 
so izdelane s procesom mehke litografije, nato pa pod mikroskopom naravnane in sestavljene 
v čip. Odpiranje in zapiranje posamičnih pasti je odvisno od tlaka v kanalih nad pastjo. Kadar 
je tlak v kanalih nadzornih plasti povišan, je past zaprta, saj se tanke stene (od 20 µm do 25 µm) 
zaradi elastomernih lastnosti PDMS raztegnejo in pritisnejo vrata pasti navzdol. Ob znižanju 
tlaka v kanalu se stene vrnejo v začetno pozicijo. Kadar je tlak znižan v obeh nadzornih kanalih 
nad pastjo, se vrata odprejo, kot je prikazano na sliki 2, kar omogoča selektivno odpiranje 
posamičnih pasti s spreminjanjem tlakov v nadzornih kanalih. Za nalaganje celic v mikročip se 
uporablja tok, ki teče v pasti, ki so takrat odprte. Ob selektivni ekstrakciji celic s čipa pa se 
uporablja tok v nasprotno smer, pri čemer so odprte samo tiste pasti, ki vsebujejo želene celice 
[20].  
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Slika 4: Delovanje pasti na mikročipu [20]:(A) Zgradba plasti in pretok med delovanjem, (B) izbira pasti z znižanjem tlaka  
in (C) smer toka za ekstrakcijo celic iz odprtih pasti. 
 
Kot poizkusni organizem so izbrali enocelično mikroalgo Chlamydomonas reinhardtii, ki so jo 
pred poizkusom gojili v tris-acetet-fosfatnem gojišču pri 23 °C. Med gojenjem so jo izpostavili 
dvanajsturnemu svetlobnemu ciklu z intenziteto 100 μEm−2s−1. 12-urni svetlobni cikel 
pomeni, da so bile celice svetlobi izpostavljene 12 ur, 12 ur pa so bile v temi. Celice so na plast 
s pastmi naložili z injekcijsko črpalko, nato pa so presežek celic sprali s čipa. Med 
eksperimentom so skozi čip dovajali sveže gojišče, svetlobni cikel pa je ostal nespremenjen 
glede na predhodno gojenje mikroalge. Pretoki, ki so jih uporabili za nalaganje, spiranje, 
gojenje in ekstrakcijo, so navedeni v tabeli 1. Za opazovanje deljenja celic so uporabili optično 
mikroskopijo, za opazovanje produkcije lipidov in klorofila pa fluorescenčno mikroskopijo. Za 
barvanje lipidov so uporabili nilsko rdečo, klorofil pa ima fluorescenčne lastnosti že sam po 
sebi. Za ekstrakcijo celic so uporabili protitok, ekstrahirane celice pa so nato gojili na gojiščnih 
ploščah. Z eksperimentom s prišli do ugotovitve, da je učinkovitost lovljenja celic 91,8 ± 2,9 %, 
pri čemer je bilo 7,7 ± 2,6 % pasti praznih, 8,7 ± 3,4 % pasti pa je vsebovalo več kot dve celici. 
Pri opazovanju rasti celic so opazili enake delitvene čase kot pri kulturi, ki je rastla pri enakih 
pogojih v epruveti. Poleg tega so uspešno obarvali lipide z nilsko rdečo in izmerili fluorescenco 
nilsko rdeče in klorofila, s čimer so pokazali možnost uporabe mikrofluidnega čipa za analize 
celic. Pri poizkusu so pokazali tudi, da lahko s čipa s 97,9 ± 2,7 % uspešnostjo selektivno 
ekstrahirajo celice iz poljubnih pasti. Za popolno zaprtje pasti je bil pri tem potreben nadtlak 
155 kPa v zgornjem sloju in 90 kPa v srednjem sloju [20].  
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Tabela 1: Pretoki med različnimi fazami delovanja mikročipa [20]. 
Operacije Pretok gojišča [µl/min] 
nalaganje celic 3–5 
spiranje presežnih celic 5–10 
inkubacija 1 
ekstrakcija celic 3–5 
 
Na popolnoma drugačen način pa delujeta mikrofluidni napravi, ki ju je prav tako razvil Kim s 
sodelavci [16, 21]. Obe mikrofluidni napravi, prikazana na sliki 3, sta si med sabo zelo podobni 
in uporabljata mikrokapljice, v katerih se nahajajo mikroalge. Kapljice vode oziroma gojišča 
so suspendirane v olju in s tem tvorijo femto-, nano- ali pikolitrske bioreaktorje, v katerih nato 
spremljamo razvoj in rast opazovanih celic [16, 21]. Prva mikrofluidna naprava je zgrajena iz 
enega mikrofluidnega čipa, ki ga lahko razdelimo na tri dele, ki so prikazani na sliki 3, in sicer 
iz dela za tvorbo mikrokapljic, dela za barvanje lipidov in dela za spiranje in analizo celic v 
posamičnih kapljicah. Del za tvorbo kapljic sestoji iz generatorja kapljic obliki črke T in 
komore za gojenje. V generatorju kapljic po ravnem kanalu, širokem 200 µm, teče olje s 
pretokom 272 µL/h, pravokotno na ta kanal vstopa raztopina s celicami po ožjem kanalu, 
širokem 160 µm, s pretokom 55 µL/h, s čimer se tvorijo kapljice s premerom 240 µm. Kapljice 
nato potujejo v komoro za gojenje, ki sestoji iz serpentinastega kanala s premerom 200 µm. Ker 
je kanal ožji od kapljic, se vrstni red kapljic ne spreminja, zaradi česar je inkubacijski čas kapljic 
enak. V delu za barvanje lipidov se tvorijo kapljice raztopine nilsko rdeče, ki se nato združijo s 
kapljicami s celicami, kar omogoča barvanje lipidov v celicah za kasnejšo analizo. Kapljice z 
nilsko rdeče se tvorijo v enakem generatorju kapljic kot kapljice raztopine s celicami in imajo 
enak premer (240 µm). Za doseganje enako velikih kapljic sta pretoka olja in raztopine nilsko 
rdeče prilagojena na 180 µL/h in 55 µL/h. Hitrost in pozicija kapljic s celicami in z nilsko rdeče 
sta nato usklajeni v dveh vzporednih kanalih, širokih 200 µm, povezanih z večjimi kratkimi 
kanali. Tako sinhronizirane kapljice nato vstopajo v komoro za združevanje kapljic velikosti 
400 × 400 µm2, kjer se s pomočjo izmenjujočega se električnega polja s 150 V in 10 kHz 
združijo v večje kapljice. Za zadostno obarvanje z barvilom so kapljice nato inkubirane 
10 minut v inkubacijski komori, ki je enaka komori za gojenje. Zaradi difuzije nilsko rdeče v 
nosilno olje je nato potrebno spiranje kapljic za izničenje ozadja pri meritvi. V tretjem delu 
najprej poteka spiranje oziroma menjava nosilnega olja, sledi pa še meritev intenzitete 
fluorescence. Komora za spiranje sestoji iz kanala, v katerem pod kotom 3° zaporedno stojijo 
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stebri velikosti 400 × 400 µm2, ki vodijo kapljice skozi laminarna tokova čistega in obarvanega 
olja. Od tod kapljice potujejo v opazovalno komoro, veliko 3 × 10 mm2, kjer so z 
avtofluorescenco klorofila in fluorescenco nilsko rdeče opazovali količino lipidov in velikost 
ter razvoj celic v kapljici. Globina vseh kanalov je 160 µm [16].  
Druga mikrofluidna naprava [21] je sestavljen iz dveh mikrofluidnih čipov, kljub temu pa je 
zelo podobna prvi. Na prvem čipu se nahajata generator kapljic, ki je enak kot pri zgoraj 
omenjenem čipu in prav tako tvori kapljice, velike 240 µm, in komora za gojenje. Generator 
kapljic uporablja pretoka nosilnega olja in raztopine s celicami 650 µL/h in 250 µL/h. Komora 
za gojenje, ki ima ob robu stebre razmaknjene za 40 µm, ima volumen 70 µL. Stebri omogočajo 
pretok nosilnega olja med inkubacijo, ki traja od 1,5 do 4 dni. Drugi čip lahko razdelimo na 
3 dele: del za barvanje, inkubacijski del in analitski del. Del za barvanje je enak kot pri prejšnji 
mikrofluidni napravi [16], le da namesto nilsko rdeče uporablja BODIPY, katerega 
fluorescenčni spekter se ne prekriva s spektrom klorofila. V ta del so kapljice dovajane s 
pretokom 70 µL/h, nato pa je dodanih še 80 µL/h nosilnega olja za večji razmik kapljic. Nato 
kapljice z barvilom in celicami 11 minut potujejo skozi inkubacijsko komoro. Tudi v analitskem 
delu čipa je opaznih mnogo podobnosti. Prav tako kot prejšnja naprava tudi ta uporablja 
avtofluorescenco klorofila in fluorescenco barvila za določitev lastnosti celic. Po analizi so 
kapljice z višjo vsebnostjo klorofila ali lipidov s spremembo toka nosilnega olja preusmerjene 
v zbiralnik. Vsi kanali so globoki 160 µm, izjema je le opazovalna komora, ki je globoka 
100 µm, s čimer je celotna vsebina kapljice postavljena v fokalno ravnino detektorja [21].  
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Slika 5: (A) Struktura mikrofluidne naprave na enem čipu [16] ter (B in C) zgradba in prikaz delovanja mikrofluidne 
naprave, sestavljene iz dveh čipov [21]. 
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V mikrofluidnih napravah,  ki uporabljajo kapljično mikrofluidiko, so kot modelne organizme 
uporabili mikroalgi Chlamydomonas reinhardtii in Botryococcus braunii, gojeni v tris-acetat-
fosfatnem gojišču (TAP), ki je bilo v nekaterih primerih modificirano. Celice so izpostavili  
12-urnemu svetlobnemu ciklu. V obeh napravah so ugotovili, da število celic v kapljicah sledi 
Poissonovi distribuciji in da je v prvi napravi 30 % kapljic, ki vsebujejo 1 celico, v drugi napravi 
pa je takšnih kapljic 25 %. V obeh napravah je bila učinkovitost združevanja kapljic z barvilom 
in kapljic s celicami 95-odstotna, preostalih 5 % pa predstavljajo kapljice, ki se niso združile 
ali pa se je vanje združilo več kapljic. Tovrstne kapljice je enostavno izključiti iz rezultatov, saj 
njihova velikost bistveno odstopa od ciljnih kapljic [16, 21],. Prvo napravo so testirali v dveh 
delih.. V prvem delu so analizirali vpliv koncentracije nilsko rdeče in inkubacijskega časa na 
učinkovitost barvanja lipidov. Za ta namen je bila uporabljena mikroalga C. reinhardtii, ki so 
jo opazovali v običajnem gojišču in v gojišču, v katerem ni bilo virov dušika, zaradi česar začne 
mikroalga kopičiti olja. Bakterije so obarvali z različnimi koncentracijami nilsko rdeče in 
različnimi inkubacijskimi časi. Ugotovili so, da pri koncentracijah, večjih od 10 mg/L, dosežejo 
primerljive rezultate kot z barvanjem, ki ne poteka na mikrofluidnem čipu. V drugem delu so 
analizirali obe zgoraj omenjeni vrsti mikroalga. Celice mikroalge C. reinhardtii so gojili 6 dni 
v gojišču z virom dušika in gojišču brez njega, pri čemer so spremljali hitrost rasti celic in 
akumulacijo lipidov. V gojišču z virom dušika so opazili pričakovano eksponentno rast celic z 
delitvenim časom 8–12 ur brez kopičenja lipidov. Po treh dneh se je hitrost rasti upočasnila, 
predvidoma zaradi pomanjkanja nutrientov v mikrokapljicah. V celicah, ki so bile gojene v 
pomanjkanju dušika, se je populacija celic večala le prvi dan. Največjo količino olja so 
vsebovale po štirih dneh. Poleg tega so analizirali tudi barvanje lipidov v mikroalgi B. braunii, 
ki raste v kolonijah, velikih 100–200 celic. Zaradi večjega števila celic sta bila potrebna večja 
koncentracija barvila in daljši inkubacijski čas (2500 mg/L in 20 min). Intenziteta emitirane 
fluorescentne svetlobe je bila primerljiva s konvencionalno obarvanimi celicami [16]. 
Testiranje druge kapljične mikrofluidne naprave je bilo osredotočeno na zaznavanje hitreje 
rastočih sevov, ki proizvajajo večje količine lipidov. Za potrditev zmožnosti iskanja hitreje 
delečih se celic so uporabili seva C. reinhardtii. Sev CC-406 in sev mcd1-2 se razlikujeta le v 
mutaciji, ki slednjemu onemogoči fotosintezo, zaradi česar za rast in razvoj potrebuje acetat. V 
gojišču z normalno koncentracijo acetata je fotoheterotrofni sev rastel približno sedemkrat 
hitreje. V eksperimentu so uporabili razmerje med sevoma CC-406 in mcd1-2 1 : 10. Mikročip 
je kapljice, ki so kazale večjo avtofluorescenco klorofila, ločil v zbiralno komoro. Kasneje so 
naključnih 12 kolonij gojili na trdnem agarju in potrdili, da pripadajo hitreje rastočemu sevu 
CC-406. Na podoben način so pokazali tudi sposobnost določanja akumuliranih lipidov. Pri 
tem eksperimentu so uporabili seva CC-406 in CC-4333 vrste C. reinhardtii. Slednji akumulira 
večje količine lipidov. Prav tako je bilo na čip z gojiščem, ki je vsebovalo 30 % dušika v 
primerjavi z normalnim TAP, vneseno razmerje med sevoma CC-406 : CC-433 10 : 1. 9 % 
kapljic je kazalo večjo intenziteto fluorescence. Pravilnost so prav tako dokazali z gojenjem na 
agarnih ploščah. V zadnjem preizkusu so s pomočjo čipa z EMS mutirane celice seva CC-406 
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primerjali z nemutiranimi. V prvem koraku so zbrali celice, katerih avtofluorescenca je spadala 
med 2 % najmočnejših glede na nematirane celice, nato pa so enako storili še s količino lipidov, 
ki so jih celice, zbrane v prejšnjem koraku, kopičile. 12 kapljic, ki so bile nadpovprečne v obeh 
testiranjih, so nato gojili na agarnih ploščah in dokazali, da imajo v primerjavi z izvirnimi sevi 
izboljšane lastnosti. Med 200.000 mutiranimi celicami so našli 8 mutantov, ki so imeli vsaj za 
10 % nadpovprečne lastnosti [21]. 
Na mikrofluidnem čipu, ki vsebuje pasti za celice, lahko v primerjavi z mikrofluidnima 
napravama, ki uporabljata mikrokapljice, celice opazujemo dlje, saj omogoča stalen pretok 
gojišča. Zaradi tega imajo opazovani organizmi na voljo dovolj nutrientov, medtem ko v 
kapljicah, ki delujejo kot malošaržni bioreaktorji, po določenem času le-teh začne 
primanjkovati, zaradi česar se razvoj in morfologija opazovanih organizmov spremeni. Poleg 
tega oba principa omogočata ekstrakcijo točno določene kolonije celic. Velika prednost 
mikrokapljičnih naprav pa je večja zmogljivost zaradi hitrega generiranja kapljic in zaporedne 
kontinuirane analize kolonij v kapljicah. Kljub količinski omejitvi mikrofluidnega čipa s pastmi 
na približno tisoč kolonij naenkrat pa je tudi ta način analize bistveno hitrejši od 
konvencionalnih metod, kot je na primer razmaz [16, 20, 21].  
3.2 Raziskovanje vpliva okolja na cianobakterije  
Razumevanje vpliva okolja na cianobakterije je ključnega pomena za pridobivanje želenih 
produktov z uporabo teh mikroorganizmov. Na njih bistveno vplivata sestava gojišča, v katerem 
se nahajajo, in lastnosti svetlobe, ki so ji izpostavljene. Lastnosti svetlobe so posebnega 
pomena, saj se ob pomanjkanju svetlobe cianobakterije počasneje razvijajo, ob previsoki 
intenziteti svetlobe pa lahko pride do fotoinhibicije ali poškodb PSII. Poleg tega različnim 
vrstam cianobakterij ustrezajo različni spektri svetlobe. Mikrofluidika omogoča podrobno 
opazovanje lastnosti bakterij, ki so izpostavljene točno določenim pogojem. Zaradi majhnih 
volumnov in specifično oblikovanih struktur ne prihaja do senčenja zaradi optične gostote 
kulture, poleg tega pa je mogoče na eni mikrofluidni napravi izvajati eksperimente pri več 
pogojih, s čimer se čas, potreben za analizo, skrajša. Poleg tega konvencionalno gojenje na 
agarnih ploščah ne omogoča dolgotrajnega gojenja. Posamični pristopi uporabe mikrofluidike 
se med seboj bistveno razlikujejo v obliki kanalov in struktur ter vrsti in načinu nadzorovanja 
vira svetlobe [22, 23, 24, 25]. 
Luke s sodelavci z Univerze v Kaliforniji v San Diegu je izdelala mikrofluidni čip za 
dolgotrajno opazovanje raznolikih cianobakterij in mikroalg na sliki 4 [22]. Naprava je 
namenjena raziskovanju delitvenih vzorcev skozi daljši časovni interval pri različnih svetlobnih 
pogojih in v različnih gojiščih. Čip je sestavljen iz obročaste komore za lovljenje celic s 
premerom 1,4 mm, v kateri so cianobakterije gojili in opazovali. Globina komore je malo 
manjša od velikosti proučevanih celic, tako da se celice razporedijo v eno plast. To omogoči 
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enakomerno osvetlitev, lažje slikanje in pretok gojišča, ne da bi celice tok odnesel. Kadar je 
razmerje med globino in širino manjše kot 1 : 10, so v komori podporni stebri, ki preprečijo, da 
bi se komora sesedla. Uporabljeni so bili okrogli stebri premera 30 µm, razmaknjeni za  
25–40 µm, in pravokotni stebri dimenzij 15–45 × 15 µ𝑚2, razmaknjeni za 20–30 µm, kot je 
prikazano na sliki 4. Poleg komore za lovljenje celic čip vsebuje tudi kanale za dovajanje in 
odvajanje gojišča. Med obratovanjem se gojišče dovaja skozi sistem dveh vhodnih kanalov in 
strukturo za pomešanje gojišč, kar omogoča doseganje točno določenih sestav gojišča v komori 
za lovljenje celic. Med normalnim delovanjem gojišče v čip vstopa skozi kanale na sliki 4, 
označene z 1 in 2, izstopa pa skozi kanale, označene s 3, 4 in 5 [22].  
 
 
Slika 6 (A): Shema mikrofluidnega čipa in prikaz smeri toka med nalaganjem celic in delovanjem, (B) slika okroglih in (C) 
pravokotnih podpornih stebrov [22]. 
 
Za potrditev delovanja mikrofluidnega čipa so uporabili cianobakteriji Synechocystis sp. 
PCC6803 in Synechococcus elongatus PCC7942 ter mikroalgo Chlorella sorokiniana v gojišču 
BG11. Pred eksperimentom so kulture gojili pri 30 °C, v prisotnosti 5 % ogljikovega dioksida 
in intenziteti svetlobe 35 μEm−2s−1. Za raziskovanje cirkadianega ritma so bakterije predhodno 
3 dni gojili pri svetlobnem ciklu z 12 h svetlobe in 12 h teme. Pred nalaganjem celic na čip je 
bila dosežena optična gostota OD730 0,8. Zaradi različnih velikosti celic modelnih organizmov 
so izdelali različne mikrofluidne čipe, tako da je globina komor ustrezala organizmom. Podatki 
o povprečni velikosti celic organizmov in globini komor so v tabeli 2. Ob primerjavi delitvenih 
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časov modelnih organizmov v erlenmajerici in na mikrofluidnem čipu so opazili, da so ti 
podobni, vendar pa so na čipu zaradi enakomernejše osvetlitve in stalnega menjavanja gojišča 
krajši. Rezultati primerjave so zapisani v tabeli 3 [22]. 
 
Tabela 2: Tabela velikosti modelnih organizmov in globin komor [22,26] 
Modelni organizem Povprečna velikost celice 
[µm] 
Globina komore [µm] 
Synechocystis sp. PCC6803 premer: 1,75  1,25  
S. elongatus PCC7942 širina: 1  
dolžina: 3  
0,74  
C. sorokiniana premer: 2-4,5  3,25  
 
Tabela 3: Delitveni časi organizmov na čipu in v erlenmajericah [22] 
Vrsta organizma Vrsta kulture Intenziteta svetlobe 
[μEm−2s−1] 
Delitveni čas [h] 
Synechocystis sp. erlenmajerica 20 26,7 ± 0,5 
Synechocystis sp. mikrofluidni čip 20 22,8 ± 6,6 
S. elongatus erlenmajerica 50 12,8 ± 4,0 
S. elongatus mikrofluidni čip 50 7,3 ± 3,2 
S. elongatus erlenmajerica 100 6,4 ± 0,8 
S. elongatus mikrofluidni čip 100 5,7 ± 1,5 
C. sorokiniana erlenmajerica 100 12,3 ± 3,1 
C. sorokiniana mikrofluidni čip 100 9,5 ± 1,0 
 
Za segmentacijo slik, identifikacijo celic, seljenje celic in spremljanje njihove rasti so razvili 
program, ki je za prepoznavanje celic uporabljal površino celic na sliki. Delitev celic je 
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predstavljalo zmanjšanje površine celic. Na ta način so spremljali rast celic cianobakterije 
Synechocystis sp., ki so jih opazovali z avtofluorescence klorofila in preko izražanjema 
rumenega fluorescenčnega proteina (YFP – angl. yellow fluorescent protein). Poleg spremljanja 
delitvenih časov je v tej mikrofluidni napravi mogoče opazovati tudi obnašanje posamičnih 
celic. Za potrditev te teze so v cianobakteriji S. elongatus opazovali cirkadiani ritem izražanja 
genov. Za to so uporabili sev, v katerem se izraža YFP-SsrA(LVA) pod nadzorom ritmičnega 
kaiBC promotorja, ki sodeluje v cirkadiani uri cianobakterije. V skladu s pričakovanji so 
potrdili, da se ob povečanju intenzitete svetlobe celični cikel skrajša, cikel cirkadianega ritma 
pa ostane približno 24 h [22].  
Kim s sodelavci je mikrofluidno napravo zasnoval tako, da lahko isti organizem vzporedno 
spremljamo pri različnih pogojih [24]. Mikrofluidni čip, prikazan na sliki 5, ima 64 komor za 
gojenje, v katerih lahko opazujemo vpliv različnih svetlobnih pogojev na organizem. Čip je 
sestavljen iz štirih PDMS plasti, kot je prikazano na sliki 5. Spodnja plast, debela približno 
300 µm, je namenjena gojenju celic in sestoji iz 64 komor za gojenje s premerom 900 µm in 
globino 85 µm, ki so razvrščene v 8 vzporednih vrst po 8 komor. V vsaki od komor se nahaja 
5 pasti za kolonije celic, katerih dimenzije so prikazane na sliki spodaj. Zgornje tri plasti čipa 
so namenjene nadzorovanju svetlobnih pogojev v posameznih komorah za gojenje z uporabo 
enega samega vira svetlobe. Zgornja plast zadržuje svetlobo povsod, razen nad komorami za 
gojenje, kjer se nahajajo odprtine, kar omogoča ločeno nastavljanje svetlobe za vsako 
posamično komoro brez vpliva na druge. Srednja plast tega dela vsebuje 8 kanalov, ki potekajo 
pravokotno na vrste komor za gojenje in so preko pnevmatskih mikroventilov priključeni na 
kanal z deionizirano vodo in kanal s črnim barvilom. Kadar je v kanalu barvilo, svetloba ne 
doseže komor za gojenje, ki ležijo pod kanalom, kar simulira noč, kadar pa je v kanalu voda, ki 
prepušča svetlobo, to simulira dan. Ta plast nam omogoča neodvisno izbiro osmih različnih 
svetlobnih ciklov, pri katerih želimo opazovati mikroorganizem. Spodnja plast dela za nadzor 
svetlobe pa omogoča izbiro različnih intenzitet svetlobe. Sestoji iz osmih vzporednih kanalov, 
ki sovpadajo z vrstami komor za gojenje. Kanali so povezani na kanala z deionizirano vodo in 
črnim barvilom, tako da se pomešata in tvorita 8 različnih koncentracij barvila. Večja kot je 
koncentracija barvila, manjša je intenziteta svetlobe za kanalom, ki ga vsebuje. Vsi kanali v 
plasteh za določanje svetlobnega cikla in intenzitete svetlobe so globoki 90 µm. Zaradi 
navzkrižne lege teh kanalov so lahko pogoji v vsaki komori za gojenje različni od preostalih 
[24].  
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Slika 7: (A) Prikaz strukture mikročipa po plasteh, (B) zgradba in delovanje komore za gojenje in (C) oblika pasti za kolonije 
[24]. 
 
Mikrofluidni čip so najprej testirali, pri čemer so merili uspešnost lovljenja kolonij celic, 
generiranje različnih intenzitet svetlobe, ustreznost svetlobnih ciklov in učinkovitost plasti za 
zaviranje svetlobe. Za testiranje zgornje plasti za zaustavljanje svetlobe so pustili odprto le eno 
odprtino in merili intenziteto svetlobe v komorah za gojenje. Za določitev ustreznosti nadzora 
svetlobnih ciklov so kanale napolnili s črnim barvilom in vodo ter izmerili prepustnost za 
svetlobo, ki je znašala 0 % in 100 %. Poleg tega so bili cikli v osmih kanalih nastavljeni na  
2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 in 24 ur, najkrajši možni čas cikla pa je pri pretoku 1,5 µL/min 4 minute. 
Za karakterizacijo strukture za tvorbo različnih koncentracij barvila je bila uporabljena 
struktura, ki je generirala 16 različnih koncentracij, kasneje pa je bil v napravi uporabljena 
manjša struktura, ki je generiral 8 različnih koncentracij. Struktura je bila uspešno dizajnirana 
in je generirala linearni gradient intenzitet svetlobe, ki je posledica generiranih koncentracij, 
kot je bilo pričakovano. Pasti v komorah za gojenje so imele 98,4 ± 1,1-odstotno uspešnost pri 
lovljenju kolonij. Mikroalgo Botryococcus braunii so za eksperiment gojili pod intenziteto 
svetlobe 80 μEm−2s−1. pri temperaturi 22,5 °C. Za nalaganje celic na čip so uporabili pretok 
1–3 µL/min, temu pa je sledilo odplakovanje odvečnih celic s pretokom 10–15 µL/min. Med 
gojenjem celic na čipu je bil vir svetlobe od čipa odmaknjen za 9,7 cm (132 μEm−2s−1), kadar 
so analizirali odvisnost od intenzitete svetlobe, in 10,7 (120 μEm−2s−1), kadar so analizirali 
odvisnost od svetlobnega cikla. Za analizo rasti celic so po nalaganju slikali kolonije, nato pa 
so posnetke zajemali na 2–3 dni. Glede na spremembo v površini kolonije so sklepali na hitrost 
rasti celic v koloniji. Poleg površine so analizirali tudi intenziteto avtofluorescence klorofila. 
Za spremljanje akumulacije lipidov so uporabili barvilo nilsko rdeče, katerega fluorescenco so 
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nato opazovali. Pri analizi vpliva intenzitete svetlobe so ugotovili, da je mikroalga najhitreje 
rastla pri intenziteti svetlobe 113 μEm−2s−1, pri višjih intenzitetah pa se je hitrost rasti zopet 
zmanjšala zaradi fotoinhibicije. Prav tako je količina akumuliranega olja naraščala do 
intenzitete 99 μEm−2s−1, nato pa začela stagnirati ali počasi padati. Pri analizi vpliva različnih 
svetlinih ciklov, ki je trajala 17 dni, je največjo rast dosegla kolonija z 8-urnim ciklom (191 %), 
vendar pa je velikost kolonij hitro upadla. Akumulacija lipidov je bila največja pri koloniji z  
8-urnim ciklom, 1,8-krat večjo količino kot običajni 12-urni cikel pa je kazal tudi 2-urni cikel. 
Raziskava je pokazala, da s takšno mikrofluidno napravo za analizo rasti mikroalge B. braunii 
potrebujejo 10–12 dni, kar je bistveno krajše od 4–6 tednov, ki jih za to potrebujejo 
konvencionalni načini [24].  
Še več spremenljivk pa je mogoče spremljati na mikrofluidni napravi (slika 6), ki jo je izdelal 
Graham s sodelavci z Univerze v Torontu [23]. Poleg vzporedne analize vpliva intenzivnosti 
svetlobe in svetlobnega cikla je njihova naprava omogoča tudi analizo vpliva spektra svetlobe. 
Naprava je bila sestavljena iz svetlečih diod (LED – angl. light-emmiting diode) za osvetlitev, 
tekočekristalnega zaslona (LCD – angl. liquid crystal display) in kulminacijskega čipa, kot je 
prikazano na sliki 6. Osvetlitev, ki se je nahajala na LCD-zaslonu, je bila odstranjena in 
nadomeščena novim LED osvetlitvenim sistemom, ki je sestal iz desetih LED-trakov na 
aluminijastem hladilniku. Med LCD-zaslonom in LED-trakovi se je nahajala plast 
polimetilmetakrilata (PMMA), ki je delovala kot difuzor in zagotavljala enakomerno osvetlitev. 
Plast PMMA je bila pritajena na LCD-zaslon, LED-trakovi pa so bili postavljeni 75 mm pod 
LCD-zaslonom. Zamenjava LED-osvetlitve je bila potrebna, ker je bila prvotna dokaj šibka. 
Nad LCD-zaslon je bil postavljen čip za gojenje celic. Izdelali so dva različna čipa iz PDMS. 
Prvi je vseboval mrežo 14 × 17 mikroreaktorjev, povezanih s serpentinastim kanalom, ki je 
služil za dovajanje svežega gojišča. Posamični mikroreaktorji so bili kvadratni v velikosti 
 600 × 600 µm2 in so se popolnoma ujemali z velikostjo mreže 3 × 3 točk LCD-zaslona. Drugi 
čip je vseboval le en velik mikroreaktor velikosti 28 × 45 mm2 s podpornimi stebri.[23]. 
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Slika 8: (A) Prikaz zgradbe mikrofluidne naprave in (B) prikaz doseganja osvetlitve posamičnih mikroreaktorjev [23]. 
 
Variabilnost intenzitete svetlobe znotraj celotnega mikrofluidnega čipa je bila manjša od 10 %, 
znotraj posamičnega mikroreaktorja pa manjša od 12 %, prehajanje svetlobe med 
mikroreaktorji je bilo zanemarljivo majhno. Za potrditev delovanja mikrofluidne naprave so v 
njem karakterizirali cianobakterijo Synechococcus elongatus PCC7942 T2SEΩ , katere rast so 
opazovali preko fluorescence fikocianina. Celice so pred eksperimentom gojili do optične 
gostote 0,15 pri 30 °C v gojišču BG11 s 50 µg/ml kanamicina, na katerega je ta sev odporen. 
Med gojenjem je skozi čip teklo sveže gojišče s pretokom 20 µL/min. Za analizo vpliva 
intenzitete svetlobe so tri dni opazovali celice pri petnajstih različnih intenzitetah od 
5 μEm−2s−1 do 148 μEm−2s−1. Pri najnižji intenziteti svetlobe se gostota celice ni bistveno 
povečala, pri intenziteti 23 μEm−2s−1 se je gostota celic povečala za faktor 2,8 ± 0,6, pri 
intenziteti 50 μEm−2s−1 pa za faktor 6,5 ± 0,8. Pri višjih intenzitetah se gostota celic v gojišču 
ni bistveno povečala. Pri analizi časovne odvisnosti od osvetlitve so uporabili 3 različne 
osvetlitve. Prvi način je konstantna osvetlitev z intenziteto 40 μEm−2s−1, drugi je cikel, ki ima 
pol časa intenziteto 76 μEm−2s−1, drugo polovico časa pa 5 µmol/m2s. Tretji način je bil 
sestavljen iz intenzitete 147 μEm−2s−1, ki je trajala 25 % časa, in intenzitete 5 μEm−2s−1, ki 
je trajala preostalih 75 % časa. Povprečna intenziteta vseh treh načinov osvetlitve je bila enaka 
(40 μEm−2s−1). Poleg intenzitet so spreminjali frekvenco cikla med 0,025 Hz in 5 Hz. 
Ugotovili so, da cianobakterija hitreje raste pri višji frekvenci ne glede na intenziteto svetlobe. 
Poleg tega so pokazali tudi, da drugi način osvetlitve kaže bolj podobno rast konstantni 
osvetlitvi kot tretji način. Za analizo vpliva spektra na rast so uporabili različne deleže odtenkov 
rdeče pri različnih intenzitetah od 12 μEm−2s−1do 42 μEm−2s−1. Delež rdečih odtenkov je 
definiran kot razmerje med prispevkom frekvenc nad 575 nm in celotnim spektrom. Ugotovili 
so, da cianobakteriji ustreza bolj rdeča svetloba, saj je rastla hitreje pri večjih intenzitetah in 
večjih deležih rdeče svetlobe, kar je mogoče razložiti s frekvencami, ki jih absorbirajo 
fikobilisomi [23]. 
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3.3 Koncentriranje cianobakterij 
Ena glavnih ovir pri uporabi cianobakterij za pridobivanje želenih produktov je ekstrakcija 
produkta (pogosto lipidov) iz biomase. Masni delež cianobakterij v kulturah je običajno 5 %, 
za učinkovito ekstrakcijo lipidov pa je potreben 20-odstotni delež. Konvencionalne tehnike, kot 
so sedimentacija, filtracija in centrifugiranje, se uporabljajo, vendar je njihova cena previsoka 
za vsakodnevno uporabo. Mnoge nove tehnologije, kot so elektrokoagulacija, magnetna 
separacija in ultrazvočna separacija, predstavljajo potencialne izboljšave, ki bi nudile nizko 
ceno in učinkovitost. Mikrofluidne naprave so zaradi enostavne izdelave, enostavne integracije 
različnih operacij in specifičnih načinov uporabe na tem področju potencialno zelo uporabni. 
Zaradi njihove majhne velikosti je mogoče več naprav za koncentriranje uporabljati hkrati, s 
čimer se skupna zmogljivost poveča [27, 28]. 
Mikrofluidni čip (slika 7), ki sta ga razvila Wang in Dandy [27, 28], omogoča koncentriranje 
celic cianobakterij brez uporabe zunanjih sil ali polj. Celice se v njunem čipu premikajo v 
ravnovesno lego znotraj mikrofluidnega kanala z mehanizmom inercialnega usmerjanja, ki je 
posledica dveh sil. Sila vzgona, ki je posledica paraboličnega hitrostnega profila, celice potiska 
stran od sredine, druga sila vzgona, ki je posledica stene, pa celice poriva stran od stene. 
Ravnovesna lega se nahaja tam, kjer sta ti sili nasprotno enaki, na njo pa med drugim vplivata 
tudi razmerje med velikostjo celic in kanala ter Reynoldsovo število. Tako se v kanalu s 
kvadratnim presekom pojavijo štiri ravnovesne lege, v kanalu s pravokotnim presekom kanala 
pa dve ob daljših stranicah. Za optimalno separacijo delcev je potrebna le ena ravnovesna lega, 
kar sta dosegla še z uporabo Deanovega toka, ki v ukrivljenih kanalih povzroči razliko v hitrosti 
tekočine na sredini kanala in v legah bliže stenam. Mikrofluidni čip je bil narejen iz vstopnega 
kanala, skozi katerega je v čip vstopalo gojišče s cianobakterijami, filtra, ki je preprečeval 
mešanje nadaljnjih struktur, serpentinastega kanala za fokusiranje celic, izolacijske komore za 
ločevanje bakterij od gojišča in treh izstopnih kanalov. Globina vseh kanalov je bila 10 µm, kar 
je nujno potrebno zaradi majhne velikosti cianobakterij. Serpentinasti kanal za fokusiranje celic 
je bil sestavljen iz izmenjujočih se ovinkov z majhnim radijem (širina kanala 20 µm) in ovinkov 
z velikim radijem (širina kanala 80 µm). Celoten serpentinasti kanal je bil dolg 4 mm. 
Izolacijska komora je bila široka 150 µm in se je nato razdelila v tri kanale s širinami  
30, 45 in 75 µm, kot je prikazano na sliki 7. Celice so izstopale skozi srednji kanal, skozi robna 
kanala pa gojišče brez celic [27, 28]. 
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Slika 9: (A) Struktura mikrofluidnega čipa za koncentriranje, (B) presek kanala in pozicija cianobakterije v njem in (C) 
prikaz ločevanja v izolacijski komori [27] . 
 
Z eksperimentom sta mikrofluidni čip preizkusila pri štirih različnih hitrostih toka (100 µL/min, 
300 µL/min, 500 µL/min in 700 µL/min) in treh različnih začetnih volumskih deležih 
cianobakterij (0,01 %, 0,1 % in 1 %). Ob povečanju pretoka so se celice skoncentrirale na 
manjše območje in se pomaknile bližje steni kanala. Ob začetnem volumskem deležu celic 
0,1 % se je delež celic v srednjem izstopnem kanalu povečeval do pretoka 500 µL/min, pri 
katerem je v srednjem kanalu končalo 98,4 ± 0,2 % celic. Pri pretoku 700 µL/min se je delež 
celic v srednjem kanalu nekoliko zmanjšal zaradi spremembe ravnotežne lege. Čip je celice 
uspešno skoncentriral za faktor 3,2. Ob primerjanju različnih volumskih deležev celic pri 
pretoku 500 µL/min sta opazila, da se delež celic, ki končajo v srednjem kanalu, z višanjem 
začetne koncentracije znižuje. To je predvsem posledica interakcij med celicami [27, 28]. 
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4 Zaključne ugotovitve 
Cianobakterije predstavljajo potencialen vir kompleksnih produktov, ki jih sintetizirajo iz 
ogljika fiksiranega s fotosintezo. Za uspešno uporabo cianobakterij je potrebno dobro 
razumevanje metabolizma, vplivov okolja na rast različnih vrst cianobakterij in razvoj 
učinkovitih metod za ekstrakcijo in izolacijo metabolitov. Mikrofluidika se je izkazala kot 
odlično orodje pri teh raziskavah, tako z uporabo visokozmogljivih naprav za izbor in 
opazovanje določenih lastnosti cianobakterij, kot z napravami za opazovanje vpliva okolja na  
cianobakterije in z napravami za koncentriranje cianobakterij. 
V primerjavi s konvencionalnimi metodami imajo mikrofluidne naprave mnoge prednosti, saj 
omogočajo dolgotrajno opazovanje cianobakterij z enakomerno izpostavljenostjo svetlobi. V 
konvencionalnih sistemih kot so veliki biofotoreaktorji pride do zmanjšanja intenzitete svetlobe 
zaradi senčenja med celicami, medtem ko opazovanje na agarnih ploščah ne omogoča 
dolgotrajnih analiz zaradi izsuševanja gojišča. Te problemi so v mikrofluidnih napravah manj 
pogosti zaradi gojenja in opazovanja posamičnih celic v pretočnih sistemih. Poleg tega 
mikrofluidne naprave omogočajo tudi selektivno ekstrakcijo kolonij ali posamičnih celic z 
željenimi lastnostmi s čipa, medtem ko lahko pri konvencionalnih tehnikah opazujemo le 
povprečne vrednosti lastnosti vseh celic. Mikrofluidne naprave za raziskovanje cianobakterij 
sem razdelil na visokozmogljivostne presejalne teste, naprave za raziskovanje rasti in vplivov 
okolja in naprave za koncentriranje cianobakterij.  
Pri visokozmogljivostnih presejalnih testih sem prepoznal dve skupini naprav. Naprave, ki 
uporabljajo pasti za celice in naprave, ki uporabljajo kapljično mikrofluidiko. Glavna prednost 
mikrofluidnega čipa, ki uporablja pasti za celice, je zmožnost opravljanja daljših analiz, ki so 
mogoče zaradi stalnega dovajanja svežega gojišča. Poleg tega je po mojem mnenju ekstrakcija 
posamičnih celic oziroma kolonij s tovrstne naprave lažja. V primerjavi s tem je čip, ki 
uporablja kapljično mikrofluidiko zmogljivejši, zaradi kontinuirne narave tvorbe kapljic in 
analanize celic v njih. Čas analize je omejen z količino hranil v kapljicah. 
Naprave za analizo vpliva okolice in analizo rasti pod različnimi pogoji se razlikujejo predvsem 
v količini komor za gojenje in spremenljivk, za katere lahko testirajo. Mikrofluidna naprava z 
eno komoro ponuja podrobnejši pogled na metabolizem in omogoča tudi opazovanje cikadinega 
ritma. Njegova ključna omejitev je, da lahko v njem opazujemo cianobakterije le pri enih 
pogojih hkrati. V preostalih dveh napravah z več komorami je mogoče opazovanje pri več 
različnih svetlobnih ciklih in intenzitetah svetlobe hkrati, kar skrajša čas celotne analize. 
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Mikrofluidna naprava za koncentriranje cianobakterij ima prednost v primerjavi s 
konvencionalnimi tehnikami, kot je npr. centrifugiranje, predvsem v ceni in v velikosti, kar 
omogoča uporabo več tovrstnih naprav vzporedno. Dodatna dobra lastnost je tudi enostavna 
prilagoditev na različno velike cianobakterije. 
S pomočjo mikrofluidike bi lahko v prihodnosti razvili tehnologije za hitro in učinkovito 
analizo cianobakterij, izbiro primernih sevov in ekstrakcijo produktov. Še posebej v 
kombinaciji z metabolnim inženirstvom bi takšne tehnologije lahko spremenile načine 
proizvodnje mnogih farmacevtskih učinkovin, goriv in drugih spojin z veliko vrednostjo. Zaradi 
manjše porabe topil, vezave ogljika iz zraka in uporabe obnovljivih virov za hranjenje 
cianobakterij bi tovrstna proizvodnja poleg večje učinkovitosti bistveno prispevala k 
zmanjševanju onesnaževaje.  
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